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RESUMO

As alteracdes globais no estilo de vida levaram a populacdo ao aumento de adiposidade,
principalmente relacionado ao acumulo de gordura visceral e ectdpica, produzindo uma
epidemia de causa ndo infecciosa, a obesidade e o diabetes mellitus tipo 2. Essas doencas sdo
caracterizadas por disturbios metabdlicos associados a sintese de citocinas pro-inflamatorias,
espécies reativas de oxigénio e um quadro de resisténcia a acdo da insulina no musculo
esquelético, no figado e tecido adiposo, resultando em disglicemia e dislipidemia. A disfuncao
metabolica, o estado pro-inflamatdrio e a resisténcia a insulina constituem importantes fatores
de estresse celular e estdo associados a diminuicdo da expressdo de proteinas de choque
térmico de 70 kDa (HSP70), proteinas com funcdo celular chaperona e anti-inflamatoria,
portanto, de citoprotecdo e fundamentais na resposta celular ao estresse. A reducdo na
concentracdo intracelular de HSP70 (iHSP70) predispde os tecidos metabdlicos a prejuizos e
danos causados por processos oxidativos e inflamatorios, especialmente. Além disso, na
obesidade, ha um aumento na exportacdo de HSP70 para o meio extracelular (eHSP70), onde
ela desempenha papel imunoregulador pro-inflamatorio. O desequilibrio na relagéo
eHSP70/iHSP70, a favor da primeira, favorece um estado pro-inflamatério. Intervencées
como o exercicio aerébio moderado e a terapia de choque térmico, isoladamente, sdo capazes
de melhorar o quadro metabdlico, oxidativo e inflamatorio por meio do aumento na expressao
de iHSP70. Desta forma, este estudo propGe investigar o efeito agudo do combinacdo de
exercicio aerobio leve com choque térmico, bem como das intervenc@es isoladamente, sobre a
expressao de iHSP70, o estado redox, sobre o status imunoinflamatdrio, por meio do indice H
(razdo eHSP70/iHSP70), e sobre o perfil metabdlico e condi¢cbes hematoldgicas, em modelo
experimental de obesidade e resisténcia insulinica. Para tanto foram utilizados 50 ratos Wistar
adultos, 26 submetidos a dieta hiperlipidica e 24 a dieta padrdo, pelo periodo de 12 semanas,
sendo submetidos a testes de toleréncia a glicose e teste de tolerancia a insulina (inicio e final
do periodo de dieta) para caracterizacdo do quadro de intolerancia a glicose e resisténcia
insulinica. ApGs este periodo os animais foram divididos em 8 grupos experimentais,
distribuidos de acordo com as intervencGes de exercicio aerébio leve, choque térmico e
combinacdo de ambas intervencfes. Nossos dados apontam para uma resposta citoprotetora
desencadeada pelo aumento das concentracfes de HSP70 em resposta ao exercicio e ao
choque térmico, sendo ela tecido-dependente e influenciada pela condicdo de obesidade. A
associacdo do exercicio com choque térmico potencializa a resposta imunoinflamatéria em
animais magros e favorece um melhor controle sobre o perfil lipidico, especialmente no que
se refere aos triglicerideos circulantes, em organismos em processo obesogénico.

Palavras-chave HSP70. Obesidade. indice H. Exercicio. Choque Térmico.



ACUTE EFFECT OF ASSOCIATION OF EXERCISE WITH HEAT SHOCK ON
RESPONSE TO STRESS AND LIPID PROFILE IN OBESITY ANIMALS

Abstract: Global lifestyle changes led the population to increase adiposity, mainly related to
the accumulation of visceral and ectopic fat, producing a non-infectious cause epidemic,
obesity and type 2 diabetes mellitus. These diseases are characterized by metabolic
disturbances associated with the synthesis of pro-inflammatory cytokines, reactive oxygen
species and a resistance to insulin action in skeletal muscle, liver and adipose tissue, resulting
in dysglycemia and dyslipidemia. Metabolic dysfunction, proinflammatory status, and insulin
resistance constitute important cellular stress factors and are associated with decreased
expression of 70 kDa heat shock proteins (HSP70), chaperone and anti-inflammatory
proteins, therefore of cytoprotection and fundamental in cellular response to stress. The
reduction in the intracellular concentration of HSP70 (iHSP70) predisposes the metabolic
tissues to damages caused by oxidative and inflammatory processes, especially. In addition, in
obesity, there is an increase in the export of HSP70 to the extracellular medium (eHSP70),
where it plays a pro-inflammatory immunoregulatory role. The imbalance in the eHSP70 /
IHSP70 ratio, in favor of the former, favors a pro-inflammatory state. Interventions such as
moderate aerobic exercise and heat shock therapy alone are capable of improving the
metabolic, oxidative and inflammatory conditions by increasing iHSP70 expression. Thus,
this study proposes to investigate the acute effect of the combination of aerobic exercise with
heat shock, as well as the interventions alone, on the expression of iHSP70, redox state,
immunoinflammatory status, through the H index (eHSP70 / iHSP70), on the metabolic
profile and hematological conditions, in an experimental model of obesity and insulin
resistance. For this purpose, 50 adult Wistar rats were used, 26 were submitted to the
hyperlipidic diet and 24 the standard diet, for a period of 12 weeks, being submitted to
glucose tolerance test and insulin tolerance test (beginning and end of the diet period) for
Characterization of the picture of glucose intolerance and insulin resistance. After this period,
the animals were divided into 8 experimental groups, distributed according to the
interventions of exercise, heat shock and combination of both interventions. Our data point to
a cytoprotective response triggered by increased HSP70 concentrations in response to exercise
and heat shock, being tissue-dependent and influenced by the obesity condition. The
association of exercise with heat shock enhances the immunoinflammatory response in lean
animals and allows for better control over the lipid profile, especially with regard to
circulating triglycerides in organism obesogenic.

Keywords: HSP70. Obesity. H index. Exercise. Heat Shock.



LISTA DE ABREVIATURAS

AMP Adenosina monofosfato

AMPK Adenosina monofosfato quinase

ASC Area sob a curva

ATP Adenosina trifosfato

CAT Catalase

DHL Dieta hiperlipidica

DM Diabetes mellitus

DM2 Diabetes mellitus tipo 2

DNA Acido disoxiribonucleico

EO Estresse oxidativo

ERO Espécies reativas de oxigénio

OMS Organizacdo mundial da satde
GLLUT4 Transportador de glicose do tipo 4
GPx Glutationa peroxidase

GSH Gluationa reduzida

GSK-3p Glicogénio sintase kinase-3[3

GTT Teste de tolerancia a insulina

H,0 Agua

H.0, Peroxido de hidrogénio

HSF-1 Fator de transcri¢do de choque térmico 1
HSP Proteina de choque térmico (do inglés — heat shock protein)
HSP70 Proteina de choque térmico de 70 kDa
HSP72 Proteina de choque térmico de 72 kDa
HSR Resposta ao chogue térmico

iIHSP70 Proteina de choque térmico intracelular
Ikk-B IkappaB kinase

IMC indice de massa corporal

IRS-1 Substrato receptor de insulina 1

ITT Teste de tolerancia a insulina

JNK c-jun N termina kinase

0O, Oxigénio

Oy” Superoxido

OH Hidroxila

NF-kB Fator de transcricdo nuclear kB
RNAmM Acido ribonucleico mensageiro
Ser-307 Serina-307

SOD Superoxido dismutase

Thl Linfocitos Thl

Th2 Linfocitos Th2

TLR4 Toll like receptor 4

VO,max Volume maximo de oxigénio
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Obesidade e Resisténcia Insulinica

Dados atuais da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) apontam que o nimero de
individuos obesos quase triplicou desde 1980 e que, no ano de 2014, a condicdo de sobrepeso
atingiu 1,9 bilhdo de individuos adultos, dentre os quais 600 milhdes desenvolveram o quadro
de obesidade (WHO, 2014).

Em contexto similar temos a ocorréncia de outra doenca metabolica, geralmente
associada a obesidade, o Diabetes Mellitus (DM), que tem sido apontada como uma das
maiores epidemias de causa ndo infecciosa no mundo. O Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
representa 90-95% de todos os casos de diabetes, cuja prevaléncia global foi estimada em 9%
no ano de 2014 entre os individuos adultos, e a previsdo é de que em 2030 0 DM2 seja a 72
principal causa de mortes no mundo (WHO, 2014).

A obesidade e 0 DM2 estdo associados a um contexto multicausal no qual participam
fatores genéticos e ambientais. O estilo de vida contempordneo produziu importantes
modifica¢bes no padrdo alimentar e no nivel de atividade fisica da maior parte da populacéo.
Com uma forte tendéncia ao sedentarismo e ao consumo de dietas ricas em carboidratos e
gorduras, instala-se um desbalanco metabdlico, responsavel por gerar um saldo energético
positivo, com armazenamento do excedente energético em células adiposas (HALLAL et al.,
2012; MARCADENTI et al., 2015).

O acumulo de gordura no tecido adiposo central produz um quadro pré-inflamatorio
crbnico e de baixo grau, trazendo consequéncias que comprometem a sinalizacdo insulinica e
por conseguinte, a homeostase glicémica. Além disso, quando a capacidade de
armazenamento dos adipocitos é excedida, o excesso de lipideos circulantes deposita-se
ectopicamente em tecidos como o figado e musculo, contribuindo ainda mais para o
desenvolvimento de danos e alteragfes em estruturas e fungdes dos respectivos tecidos (DE
FRONZO, 2009). Estes lipideos circulantes quando em excesso podem ligar-se a receptores
do tipo toll like receptor 4 (TLR4), na membrana do tecido adiposo, provocando a liberacao
celular de citocinas inflamatérias (NEWSHOLME et al.,, 2012; DEGENS, 2010). Estas
citocinas exercem acgdes pardcrinas que perpetuam a inflamagdo local no tecido adiposo,
induzem resisténcia insulinica e disfuncdo vascular e cardiaca. Desta forma, o tecido adiposo
possui importante papel no desenvolvimento de doencas cardiometabolicas associadas a
obesidade (LEE, 2013; RICHARDSON et al., 2013; SHIMIZU et al., 2013; BLEAU et al.,
2014).

A perda progressiva da sensibilidade a insulina, associada a obesidade, leva a
desativacdo do fator de transcricdo de choque térmico 1 (HSF-1), pela fosforilacéo inibitoria
causada por glicogénio sintase kinase-3f (GSK-3p) (RUSAI et al., 2013). Este processo
desencadeia um prejuizo na expressdo das proteinas de choque térmico (heat shock protein-
HSP) de 70 kDa (HSP70), levando ao aumento da sintese de citocinas pro-inflamatdrias e da
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atividade de quinase como c-Jun N terminal kinase (JNK) e lkappaB kinase (Ikk-B), que
causam fosforilagdo do substrato do receptor de insulina-1 (IRS-1) em Ser-307, nos tecidos
muscular esquelético e adiposo, interferindo na cascata de sinalizagdo insulinica (KRAUSE et
al., 2015a).

Forma-se, portanto, um ciclo vicioso de resisténcia insulinica, via inflamacéo, que leva
a diminuicdo progressiva dos niveis de HSP70 intracelular (iHSP70) causando resisténcia
insulinica com tendéncia a instalacdo de DM2 (BRUCE et al., 2003; CHUNG et al., 2008;
NEWSHOLME et al., 2009; HOOPER e HOOPER, 2009; KRAUSE et al., 2015b).

Com a manutenc¢do do quadro pré-inflamatorio a primeira fase do DM2 envolve uma
resposta compensatdria ao aumento da carga metabdlica com elevacdo na liberacdo de
insulina para manutencdo da normoglicemia. Contudo, com a manutencdo da resisténcia
insulinica, a doenca tende a evoluir para a perda da homeostase glicémica, com elevacdo da
glicemia de jejum e consequente efeito glicotoxico, que afeta estruturas celulares em diversos
tecidos, entre os quais as células B-pancreaticas com perda progressiva da massa total de
celulas e reducéo da secrecdo de insulina (KEANE; NEWSHOLME, 2014).

A elevacdo persistente da glicemia, dos lipideos circulantes e citocinas inflamatorias
desencadeia ainda, 0 aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que estdo
intrinsecamente ligadas a deterioracdo da sinalizacdo insulinica. Niveis excessivos de ERO
podem ocasionar danos celulares diretos, tais como oxidacdo de lipidios, proteinas e/ou DNA
bem como, danos celulares indiretos, por meio da ativacdo de diversas vias de sinalizacéo
intracelulares sensiveis ao estresse oxidativo (EOQ) como a do fator de transcri¢cdo nuclear kB
(NF-kB), que induz a expressdo de citocinas inflamatdrias. Essa condi¢do pro-inflamatéria
associada ao EO cronico, pode agravar a disfungdo das células f-pancreética, elevando o risco
de desenvolvimento de uma sindrome diabética com prejuizo ndo somente na acdo, mas
também, na secrecdo do horménio insulina (NEWSHOLME; KRAUSE, 2012).

Como fator agravante a resposta celular ao estresse (HSR) estd prejudicada em
individuos diabéticos no musculo esquelético, figado e células do sistema imune, fato
observado pela expressdo de HSP70 reduzida (HOOPER et al., 2014). Somado a isso,
individuos diabéticos sofrem, ao longo do tempo, diminuicdo de fibras oxidativas, as quais
possuem niveis mais elevados de expressdao de HSP70, menor sintese de citocinas pro-
inflamatdérias e uma melhor resposta a acdo da insulina (GUPTE et al.,, 2008). O
comprometimento da resposta celular ao estresse pode predispor ao desenvolvimento de
danos e agravos em diversos tecidos relacionados ao metabolismo e a progressao da doenca e
suas complicagdes.

Neste contexto, o interesse em analisar as alteracdes relacionadas ao perfil glicidio e
lipidico em estagio subclinico, que antecede o desenvolvimento do DM2 vem aumentando
exponencialmente. Ensaios clinicos randomizados mostraram que a realizacdo de
intervencdes em pacientes de alto risco de evolucdo para DM2 foi capaz de reduzir a taxa de
progressao da doenca. Estas medidas incluem, além do uso de medicagdes, modificacdo do
estilo de vida com mudancas no padrdo alimentar e na atividade fisica (SBD, 2015).
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1.2 Exercicio Fisico e Obesidade

Descrito pela primeira vez em 1982, o exercicio aerébio de intensidade moderada a
alta é capaz de aumentar a producdo de ERO (DAVIES et al., 1982). Isso ocorre porque
durante a atividade muscular a demanda energética pode superar a de repouso em até 35
vezes, enquanto o consumo de oxigénio pode aumentar de 10 a 15 vezes, sendo que a
oxidagdo de lipideos atinge seu ponto maximo em torno de 65% do VO,max em 30 minutos
de exercicio (ROMIJN et al., 1993).

Durante a sesséo de exercicio a lipélise é regulada pela lipase sensivel a horménios,
sendo ativada pelo estimulo B-adrenérgico, principalmente pelas catecolaminas (HIRABARA
et al., 2006). Juntamente com a oxidacao de lipideos, ocorre o consumo de glicose que, apesar
de ser menor em exercicios de intensidade moderada, desempenha efeito importante na
manutencdo da glicemia. Logo, o exercicio agudo ou crbnico, de carater aerobio moderado,
possui um importante papel sobre o metabolismo de glicose e &cidos graxos, pois ha uma
mobilizacdo de triacilglicerol proveniente do tecido adiposo e/ou de depositos
intramiocelulares, além da captacéo de glicose plasmatica (SILVEIRA et al., 2011; HOOPER
etal., 2014).

Para que a musculatura esquelética seja capaz de sustentar a producdo de energia pela
via oxidativa, a atividade mitocondrial precisa ser adaptada. O treinamento aerébio promove
aumento da biogénese mitocondrial, da atividade de oxidantes, e da densidade vascular,
melhorando a perfusdo muscular. Desta forma, sua capacidade de oxidacdo de substratos €
ampliada, o que desencadeia um aumento no consumo de oxigénio (O,). Este
consequentemente levara a uma maior producdo de ERO, pois aproximadamente 5% deste O,
ndo sera reduzido completamente a H,O na cadeia mitocondrial de transporte de elétrons
durante a sintese de adenosina trifosfato (ATP) (SILVEIRA et al., 2011).

As ERO podem ser radicalares, como o superéxido (O;") e a hidroxila (OH"), sendo
que o O;" pode ser convertido em uma espécie ndo radicalar, o peréxido de hidrogénio
(H20,). As ERO reagem oxidando moléculas lipidicas, proteicas e até mesmo o DNA, na
tentativa de se reduzir/estabilizar (FANG; YANG; GUOYAO, 2002; KOHEN; NYSKA,
2002).

Para a manutencdo da homeostasia do estado redox e das estruturas celulares, se faz
necessaria a agdo de mecanismos de defesa para a inativacdo das ERO excedentes. O sistema
de defesa antioxidante do organismo e formado por agentes classificados como enzimaticos e
ndo enzimaticos. As enzimas antioxidantes incluem a superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx) e catalase (CAT). Entre os ndo enzimaticos enddgenos, a glutationa
reduzida (GSH) é o principal agente (RETH, 2007). A SOD ¢é responsavel por dismutar 0 O;”
em H,0;, o qual é substrato para as enzimas CAT e/ou GPx que convertem H,0, em H,0 e
0O,. O exercicio aerobio moderado regular promove, de forma adaptativa, um aumento na
expressao e na atividade destas enzimas antioxidantes a fim de manter a homeostase do estado
redox do organismo.
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A producdo de ERO néo pode ser relacionada apenas a processos deletérios, pois elas
também possuem um papel de sinalizagdo benéfica no meio intracelular. O aumento de suas
concentragOes esta associado a elevacdo dos niveis de adenosina monofosfato (AMP) durante
0 exercicio fisico, estes sinalizam a ativagdo da enzima adenosina monofosfato quinase
(AMPK) para estimular o catabolismo de substratos na producdo de novo ATP
(SANTOMAURO JR et al., 2008). A AMPK é responsavel pela regeneracdo dos niveis de
ATP através da oxidacdo de acidos graxos e glicose (LENZ; SEYER, 2013).

Na musculatura esquelética, a AMPK contribui para manutencdo da normoglicemia
por meio da translocacdo do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) para a membrana
durante os primeiros 30 minutos apds o exercicio (retornam a seus valores basais 2 horas apds
o término da sessdo de exercicio), elevando desta forma a captacdo celular de glicose
(GOODYEAR et al., 1990); e pela reducdo da resisténcia muscular a insulina
(SANTOMAURO JR. et al.,, 2008), por diminuicdo da producdo de citocinas pro-
inflamatorias. As concentragdes de citocinas anti-inflamatdrias, como IL-10, encontram-se
reduzidas em individuos obesos e, portanto, tratamentos que possam aumenta-la, como o
exercicio fisico, sdo capazes de melhorar a sensibilidade a insulina do madsculo esquelético e
evitar a infiltracdo de macrdfagos no tecido adiposo, bloqueando os efeitos deletérios da
obesidade (HONG et al., 2009).

Contribuindo para os efeitos anti-inflamatérios do exercicio, durante a sessdo de
exercicio, sdo ativados, nas células musculares, HSF1, que controla a expressao de genes que
codificam a HSP70 (MORIMOTO, 1993; SANTORO, 2000). A maior expressdo de HSP70
causa inibicdo da sintese de citocinas pré-inflamatérias por meio da inativacdo do NFkB
(ASEA; DE MAIOQ, 2007) e por efeitos anti-inflamatdrios diretos (KNOWLTON, 2006), pois
a maior expressao desta proteina causa inibicdo da fosforilagdo de JNK, e deste modo, evita a
fosforilacdo do IRS-1 em Serina, favorecendo a cascata de sinalizacdo insulinica, diminuindo
a resisténcia a insulina (CHUNG et al., 2008).

Em individuos saudaveis, na resposta ao estresse, ha a inducdo de expressdao génica
para a transcricdo de RNAmM HSP72 (forma induzivel de HSP70) no masculo, 0 que aumenta
6,5 vezes apos 2 horas da sessdo de exercicio, mantendo-se elevada por até 8 horas (WALSH
etal., 2001). Em individuos obesos e com DM2 esta resposta encontra-se prejudicada, ou seja,
a expressao da HSP70 estd diminuida em fibras musculares esqueléticas (RODRIGUES-
KRAUSE et al., 2012), o que sugere que a expressao de HSP70 é fator fundamental para a
sensibilidade insulinica.

1.3 Terapia Térmica e Obesidade

Os estudos utilizando esta terapia térmica sao realizados em grande parte empregando
modelos animais, contudo alguns ensaios ja foram executados com humanos, ndo obstante a
diferenca no grau de hipertermia induzido. De modo geral, os achados em modelos
experimentais assim como em humanos, sugerem que esta terapia apresenta efeitos
promissores no tratamento da obesidade e DM2.

16



Similarmente ao efeito do exercicio fisico, a elevacdo da temperatura corporal tambem
é capaz de aumentar a expressao de HSP72 nos tecidos muscular esquelético, hepatico e
adiposo por até 24 horas apés o aumento da temperatura (CHUNG et al., 2008). Ensaios
clinicos randomizados que submeteram individuos com sindrome metabdlica & combinacéo
de estimulagdo elétrica leve e choque térmico, mostram efeitos benéficos desta terapia
combinada sobre a adiposidade visceral e nos valores de glicemia e hemoglobina glicada,
além de produzir efeitos anti-inflamatorios, associados ao aumento da expressao de HSP70
(KONDO et al., 2014).

A terapia térmica, uma pratica regular realizada por meio do uso de sauna e banhos
quentes de imersdo, também tem sido associada com beneficios para individuos com doencas
metabolicas, como obesidade e diabetes mellitus, ndo obstante terem sido apontados riscos
desta terapia em certas condi¢des, como de doencas cardiovasculares e em idosos (HOOPER,
1999; MORINO et al., 2008; KONDO et al., 2010; KONDO et al., 2012; HOOPER et al.,
2014; MATSUYAMA et al., 2014; KRAUSE et al., 2015b).

InvestigacBes realizadas com animais obesos (induzidos por dieta hiperlipidica)
evidenciam que a terapia de choque térmico produz melhora na tolerancia a glicose por
restaurar seu transporte estimulado por insulina, uma vez que a sensibilidade a insulina no
musculo esquelético é aumentada, protegendo-o do desenvolvimento da resisténcia insulinica.
Esses efeitos foram associados ao aumento da expressdo de HSP70 (GUPTE et al., 2008). Em
modelos animais com diabetes induzido por estreptozotocina a terapia de choque térmico (41°
por 30 minutos) foi capaz de melhorar o perfil lipidico, a capacidade antioxidante e a secrecéo
de insulina (BATHAIE et al., 2010). Em ensaios realizados com pacientes diabéticos foi
observado que a terapia de banho quente (hot-tub therapy) reduziu em 18% a dose de insulina
utilizada/necessaria, preveniu a hipoglicemia, reduziu o peso corporal, a glicemia em jejum e
as concentracdes de hemoglobina glicada (HOOPER, 1999).

A adocao de terapias complementares, como a terapia térmica (utilizacdo de saunas ou
a imersdo em banhos quentes), também podem trazer beneficios adicionais para a salde dos
individuos, em especial obesos e diabéticos (KRAUSE et al., 2015b), por meio da maior
expressdo celular de HSP70. Nesta proposta de trabalho propomos associa-la ao exercicio a
fim de potencializar os efeitos benéficos do exercicio fisico.

Desta forma, os mecanismos deflagrados pela terapia térmica sobre a melhora na
sinalizacdo insulinica ja sdo em boa parte descritos (CHUNG et al., 2008), como a inibicdo de
kinases pro-inflamatdrias, por meio do aumento da expressdao de HSP70 intracelular. A
terapia térmica é capaz de mimetizar parte dos efeitos do exercicio fisico, que é considerado
hoje uma das melhores opcGes para o tratamento das alteracGes metabdlicas provenientes da
obesidade para pacientes capacidades funcionais mantidas, e com alto risco de
desenvolvimento de DM2 (HOOPER et al., 2014).

Estudos em humanos evidenciam que a associacdo de estimulos musculares por
eletrodos com o choque térmico potencializa a melhora em pardmetros como a inflamagéo,
glicemia, dislipidemia, obesidade central e sinalizacdo da insulina (KONDO et al., 2014). N&o
obstante o exercicio fisico seja o tratamento ndo farmacoldgico mais eficaz na atualidade no
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combate a obesidade, ele ndo pode ser prescrito para todos os individuos portadores desta
patologia (HOOPER et al., 2014). Desta forma, a terapia térmica mostra-se um importante
substituto e potencializador dos efeitos do exercicio. Porém, ainda ndo estdo claros os efeitos
isolados da terapia térmica sobre o perfil hematol6gico e oxidativo, sendo necesséaria sua
investigacdo, principalmente pelo fato de que na obesidade todas estas varidveis encontram-se
em um estado progressivo de dissonancia.

Por outro lado, diversos estudos tém mostrado que a HSP70 é secretada para o ambiente
extracelular (eHSP70) proveniente de células do sistema imunoldgico, como linfocitos T
(HUNTER-LAVIN et al., 2004; IRELAND et al., 2007; HECK, 2011) atingindo a circulacéo
sanguinea, na qual seu papel parece envolver especialmente a¢fes imunorregulatorias, pro-
inflamatdrias e sinalizadoras de dano ou risco de dano celular (WILLIAMS et al., 2007). As
concentracdes de eHSP70 encontram-se elevadas em pacientes obesos (KRAUSE et al.,
2015), e com niveis ainda maiores em obesos que desenvolveram do DM2 (RODRIGUES-
KRAUSE et al., 2012), gerando assim um processo inflamatorio sistémico e cronico. Este
processo inflamatdrio retroalimenta a resisténcia periférica a insulina e vice-versa. Neste
contexto ainda € importante elucidar as alteracdes nesta proteina quando o organismo é
exposto a tratamentos ndo farmacologicos como o exercicio aerébio e o choque térmico.

Além disso, a relacdo entre HSP70 plasmética (eHSP70) e nos linfécitos (iHSP70)
mensura a habilidade do sistema imunoldgico na manutencdo do equilibrio pré-inflamatério
(células Thl) e anti-inflamatdrio (células Th2), sobretudo em resposta ao exercicio fisico
(SCHOLER, 2011; HECK et al., 2011). O deshalanco entre as concentracdes extra e
intracelular de HSP70 (razdo [eHSP70] / [iIHSP70]), a favor da primeira, pode ser um
importante indicador do estado pré-inflamatério crénico na obesidade associado com a
resisténcia a insulina e desenvolvimento do DM2 (KRAUSE et al., 2015a).

Além da investigacdo acerca dos efeitos agudos do exercicio fisico leve e do choque
térmico, € pertinente investigar o potencial da associacao entre exercicio aerébio com choque
térmico na producdo de beneficios a satde do individuo obeso, nem sempre alcangados com o
uso das intervencgdes isoladas.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito agudo do choque térmico e de sua associagdo com exercicio aerobio
leve sobre a resposta ao estresse, perfil inflamatorio, redox, metabolico e hematologico em
animais obesos.

2.2 Objetivos Especificos

1. Induzir a obesidade e intolerancia a glicose por meio do tratamento com dieta hiperlipidica
(fase metodoldgica).

2. Avaliar o efeito agudo do choque térmico, do exercicio aerdbio leve e da associacdo de
ambas intervencdes sobre:
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a resposta celular ao estresse, nos parametros de iHSP70 em tecidos insulino-
dependentes;

a concentracdo de eHSP70;

o0 grau de lipoperoxidagdo em tecidos insulino-dependentes;

o perfil metabolico, nos parametros lipidico e glicidico;

e 0s parametros hematoldgicos gerais.

. Calcular o valor do indice H com base na razdo [eHSP70/iHSP70] para avaliacdo do status
imunoinflamatdrio.
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Resumo

A obesidade esta associada a um contexto multicausal no qual participam fatores genéticos e ambientais. O estilo
de vida contemporéneo produziu importantes modificagfes no padréo alimentar e no nivel de atividade fisica da
maior parte da populagdo. O acumulo de gordura no tecido adiposo central produz um quadro pré-inflamatério
cronico e de baixo grau, trazendo consequéncias que comprometem a sinalizagdo insulinica. A perda progressiva
da sensibilidade a insulina, associada a obesidade, desencadeia um prejuizo na expressdo de HSP70. No meio
intracelular (iHSP70) possui fungdo chaperona e anti-inflamatoria, enquanto que no meio extracelular (eHSP70)
desempenha o papel pré-inflamatério e de sinalizagcdo imunoinflatéria. Um desequilibrio na razédo
eHSP70/iHSP70 (indice H), a favor da primeira, favorece um estado pré-inflamatdrio. A HSP70 é expressa sob
diferentes condicdes de estresse, entre ela o exercicio e a elevagdo da temperatura, os quais sdo utilizados com
estratégias de prevencdo e melhora no quadro inflamatério e oxidativo gerado pela obesidade. Entretanto, os
efeitos agudos e crénicos da combinacdo de ambas condigdes de estresse em organismos obesos ainda ndo foram
investigados. O presente estudo propde investigar os efeitos agudos da combinacdo do exercicio fisico com o
choque térmico, bem como das intervencdes isoladamente, sobre a expressao de iIHSP70, o estado redox, sobre o
status imunoinflamatorio, por meio do indice H (razdo eHSP70/iHSP70), e sobre o perfil metabdlico e condi¢bes
hematoldgicas, em modelo experimental de obesidade e resisténcia insulinica. Para tanto, foram utilizados 50
ratos Wistar adultos, dos quais 26 foram submetidos a dieta hiperlipidica e 24 tratados a dieta padrdo, pelo
periodo de 12 semanas. Apds este periodo os animais foram divididos em 8 grupos experimentais, distribuidos
de acordo com as intervengdes de exercicio aerobio leve, choque térmico e combinacdo de ambas intervencdes.

Os resultados indicam que o exercicio e o choque térmico, agudamente, promovem resposta de citoprotecao
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tecido-dependente e influenciada pela condicdo de obesidade, e de que a associacdo do exercicio com choque
térmico potencializa a resposta imunoinflamatdria apenas em animais magros e favorece um melhor controle
sobre o perfil lipidico em animais obesos.

Palavras-chave HSP70. Obesidade. indice H. Exercicio. Choque Térmico.

Abreviacdes

DM2 Diabetes mellitus tipo 2
eHSP72 HSP72 extracelular

ERO Espécies Reativas de Oxigénio
GTT Teste de Tolerancia a Glicose
HTT Hot-tube Therapy

HSP70 Proteina de Choque Térmico de 70 kDa
iHSP70 HSP70 intracelular

ITT Teste de Tolerancia a Insulina
JNK c-Jun N-terminal quinase

LPO Lipoperoxidacédo

MDA Malondialdeido

TG Triglicerideos

TLR 4 Receptores do tipo Toll Like 4
TNF-a Fator de Necrose Tumoral - o
Introducéo

Para que um organismo seja capaz de sobreviver é necessario possuir a capacidade de responder a diversas
formas de estresse fisiol6gico e ambiental (Guisbert and Morimoto 2013). Um dos mecanismos de resposta
celular ao estresse se da pelo aumento da expressdo de proteinas de choque térmico (HSPs), dentre as quais
destaca-se a HSP70 (familia de proteinas de choque térmico de 70 kDa), que permanece conservada ao longo da
evolucdo dos seres vivos e se encontra em elevada concentracdo nos seres eucariontes. Estas proteinas possuem
varias isoformas e, dependendo do compartimento celular no qual se encontram, desempenham diferentes
fungdes. Dentre elas destaca-se a forma induzivel de 72 kDa (HSP72), com expressao aumentada sob processos
de estresse celular (Mayer and Bukau 2005; Heck et al. 2017). Como chaperona, a HSP70 possui papel essencial
na proteostase (Hu et al. 2006), além de exercer importante funcéo anti-inflamatoria e antioapoptdtica (Richter-
Landsberg 2007) no ambiente intracelular (iHSP70). Além disso, o aumento da expressdo de iHSP70 inibe a
fosforilacdo de JNK, diminuindo a resisténcia a insulina no tecido muscular (Chung et al. 2008). O aumento na
expressdo de iIHSP70 est4 associada com alteracBes metabdlicas como o aumento do nimero de mitocondrias
musculares, a diminui¢do de triacilglicerol muscular, da massa de tecido adiposo epididimal (Henstridge et al.
2014), da glicemia e da insulinemia de jejum, além de melhorar a resposta ao teste de tolerancia a glicose (Gupte
et al. 2009).

O exercicio fisico é capaz de aumentar a concentragdo de iHSP70 em até 6,5 vezes, por até 8 horas apds a sessao
de exercicio, o que traz beneficios metabolicos como o aumento da sensibilidade insulinica, da captacdo celular
de glicose, da oxidacdo de acidos graxos e da lip6lise em adipécitos e depdsitos ectdpicos (musculo e figado)
(Walsh et al. 2001). Semelhantemente aos efeitos produzidos pelo exercicio sobre a regulacdo glicémica, a
terapia de choque térmico, que consiste em submeter o individuo a banhos de imersdo em agua quente (hot tube

therapy — HTT), produz melhora na sensibilidade a insulina, no percentual de hemoglobina glicada (HbALc) e na
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glicemia de jejum, bem como, no perfil inflamatério pela inibicdo da transcricdo nuclear de NF-kB (Hooper
1999; Chung et al. 2008; Hooper et al. 2014; Krause et al. 2015c).

As HSP70 sdo também encontradas no meio extracelular (eHSP70), onde desempenham fungdo
imunoinflamatéria em situaces de estresse (Heck et al. 2017). Estudos com seres humanos, indicam que em
condicdes de obesidade e DM2, a concentragdo plasmatica de eHSP70 estd aumentada, levando ao agravamento
da resisténcia a insulina e a piora do quadro de inflamacéo crénica de baixo grau (Krause et al. 2015b). Os
niveis de eHSP70 também sdo estudados como biomarcadores da severidade de doencas e desfechos clinicos em
doencas cardiovasculares. Considerando a dualidade de funcdes de acordo com sua localizagdo, a razao
eHSP70/iHSP70 (indice H) tem sido sugerida como importante marcador do status inflamatdrio e como um
indice clinicamente relevante no progndstico de doencas e distlrbios metabélicos (Krause et al. 2015b; ¢; Heck
etal. 2017)

Neste contexto, pressupde-se que a terapia térmica possa reproduzir, em parte, os efeitos do exercicio sobre a
resposta celular ao estresse, como alternativa para individuos com capacidade fisica limitada em razdo do
agravamento da obesidade e diabetes, e que a combinagdo das terapias (exercicio e terapia de choque térmico)
pode ainda gerar mais efeitos benéficos ao organismo diabético. Assim, investigamos, comparativamente, 0s
efeitos agudos do choque térmico e do exercicio aerébio leve, e da combinacdo de ambas intervengdes, sobre a
expressdo intracelular de HSP70 (iHSP70), sobre pardmetros metabdlicos e hematoldgicos, e na razdo
eHSP70/iHSP70 (indice H), em ratos obesos.

Métodos
Animais

Foram utilizados 50 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus) adultos com 12 semanas de idade, provenientes do
biotério da UNIJUI. Os animais foram mantidos sob ciclo claro/escuro 12h/12h, temperatura ambiente de
22+42°C, alimentados ad libitum com ragdo comercial padrdo para ratos de laboratério, NUVILAB, ou ragdo

hiperlipidica produzida no Laboratério de Ensaios Biol6gicos da UNIJUI, com livre acesso a agua.

Este trabalho foi realizado de acordo com as recomendagdes das Normas Internacionais de Prote¢do aos Animais
(Hoff 1980), e do Cddigo Brasileiro de Experimentacdo Animal — 1988, em conformidade com o Guia de
Cuidados e Utilizagdo de Animais de Laboratorio do National Institutes of Health (NIH). O projeto de pesquisa
encontra-se APROVADO junto & Comissdo de Etica para Uso de Animais — CEUA, da UNIJUI, conforme
PARECER CONSUBSTANCIADO N¢. 001/2015 (ANEXO 2).

Delineamento Experimental

Inicialmente 26 ratos foram submetidos a 12 semanas de consumo de ragdo hiperlipidica (grupo Obeso) e 24
ratos, a racdo comercial padrdo (grupo Magro). Neste periodo foram realizados os seguintes procedimentos:
registro do consumo de racao; teste de tolerancia a glicose (GTT), teste de tolerancia a insulina (ITT), avalicdo

de variaveis antropométricas: peso corporal, IMC, gordura visceral e indice de adiposidade.
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A obesidade e a tolerancia a glicose do grupo de animais Obesos (submetidos a DHL por 12 semanas) foram
confirmadas antes da realizacdo das intervencdes (exercicio, choque térmico e combinacéo de exercicio e choque
térmico), ao final de 12 semanas de dieta. Os grupos de animais obesos (O) apresentaram aumento da glicemia
de jejum (ver Tabela S3 em Material Suplementar) e intolerancia a glicose (ver Figura S2-C e D em Material
Suplementar). Os animais ndo apresentaram alteracdes na resposta ao ITT (ver Figura S2- A e B em Material
Suplementar). Na tabela S1, os dados referentes as varidveis biométricas (peso corporal final, IMC, gordura
visceral, indice de adiposidade) e de eficiéncia energética (ganho de peso/consumo de ragdo) confirmam o
modelo experimental de obesidade.

Apos a 122 semana todos os animais foram adaptados a caminhada na esteira, adaptada para roedores (Nunes et
al. 2008), por cinco dias consecutivos. A seguir, apds 2 dias sem nenhuma manipulagdo (apenas mantidas as

dietas experimentais) os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais (n = 5-8/grupo):

SEMANAS

4 5 6" 7° 8 9 10° 11* 12* 13*

147 semana

Sessido de Choque (;\(/;l:tt:r;i
GIT Exercicio Térmico .
ITT Bioldgico

Inducio de obesidade, intolerancia a
glicose e resisténcia a insulina pelo
consumo de dieta hiperlipidica

Figura 1. Delineamento experimental.

Tabela 1. Grupos experimentais

Grupos Intervenc des
Magro Obeso
(Dieta Padrdo) (Dieta Hiperlipidica - DHL)
M O Mantidos em repouso
M+E O+E Submetidos ao exercicio (20 min a 8 m/min)
M+HS O+HS Submetidos ao choque térmico (15 min a 41-41,5°C)
M-E<HS O+F+HS Submetidos ao exercicio ¢ ao choque térmico (20 min

a 8 m/min) e (15 min a 41-41,5°C) em dias separados

Os animais dos grupos M+E, M+E+HS, O+E e O+E+HS realizaram uma sessdo de exercicio na velocidade de 8
m/min., enquanto os grupos M, M+HS, O e O+HS permaneceram em repouso. 36h apos a sessdo de exercicio, 0s
grupos M+HS, M+E+HS, O+HS e O+E+HS passaram por uma sessao de choque térmico, enquanto 0s grupos
M, M+E, O e O+E permaneceram normotérmicos. Em seguida, 12 horas apds a sessdo de choque térmico, todos

os animais foram mortos por decapitacdo para a coleta de material biol6gico para posterior analise biomolecular.
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Procedimentos
Dietas

O grupo Magro recebeu racdo padronizada para animais de laboratorio (Nuvilab CR-1), comercialmente obtida a
partir de Nuvital Nutrientes S.A. (total de energia metabolizavel: 16,6 MJ / kg, sendo 11,4% gorduras, 62,8%
carboidratos e 25,8% proteinas). O grupo obeso recebeu racdo hiperlipidica a base de banha de porco (energia
metabolizavel total: 22,8 MJ / kg, sendo 58,3 % de gorduras, 24,5% carboidratos e 17,2% de proteinas). Todos
os ingredientes da racdo hiperlipidica (exceto carboidrato e banha de porco) foram ajustados para estarem
presentes na mesma proporgao que no grupo controle (Krause, Bock, et al. 2015). Esta ragdo foi armazenada em
refrigerador (2-8°C). O consumo de racdo foi acompanhado semanalmente, pela relacdo entre a oferta e o
consumo por caixa: [(oferta total — sobra total) / nimero de animais] (Goettems-Fiorin et al. 2016). A eficiéncia
energética foi calculada pela divisdo do ganho de peso (g) pelo consumo total (Kcal), e o resultado multiplicado
por 10°. Expresso em (g/Kcal)x10® (White et al. 2013) (ver Tabela S1 em Material Suplementar)

Perfil Biométrico

O perfil biométrico dos animais foi avaliado apds a 13* semana de consumo da racdo hiperlipidica, apds
anestesia, antes da sessdo de choque térmico. Primeiramente, foram realizadas as medidas do comprimento naso-
anal e pesagem dos animais. Os tecidos estudados (tecido adiposo branco epididimal, muscular esquelético-
gastrocnémio, hepatico) foram coletados integralmente e pesados imediatamente (ao final do periodo de
tratamento, ap6s a morte dos animais), para estabelecimento da relagdo entre o peso dos tecidos e 0 peso
corporal total, em termos percentuais. As por¢des de tecido adiposo epididimal foram dissecadas bilateralmente
e pesadas individualmente. O indice de adiposidade foi calculado para cada rato da seguinte forma; 100 x [(soma
dos pesos das porcoes de tecido adiposo, g) / (peso corporal total, g)]. Expresso em percentual (%) (Taylor and
Phillips 1996; Leopoldo et al. 2016). A adiposidade foi avaliada por meio do % do tecido adiposo branco
abdominal em relacéo ao peso corporal total (Tabela S1. Ver material suplementar). O indice de massa corporal
foi calculado para cada rato da seguinte forma: 100 x [(peso corporal total, g) / (comprimento corporal, naso-

anal, cm)?]. Expresso em (g/cm?)x100 (Taylor and Phillips 1996).
Exercicio

Apo6s 12 semanas de consumo de racdo hiperlipidica e antecedendo a sessdo de exercicio, todos 0s animais
passaram por um periodo de adaptacdo a esteira rolante durante 5 dias consecutivos, aumentando
progressivamente e diariamente, o tempo 5-10min e a velocidade da esteira, até atingir ~ 4m / min. Foi realizada
uma sessdo de exercicio aerobio leve, na velocidade de ~8 m/minuto com a duragdo de 20 minutos em esteira

rolante sem inclinacdo. A esteira possui 8 raias individuais (Gava et al. 1995).
Choque Térmico

A sessao de choque térmico ocorreu ~36h ap0s a sessdo de exercicio. Para tanto, os animais foram anestesiados
com xilazina 10 mg.kg-1 (0,05 mL de xilazina 2% para 100 g de rato) e cetamina 90 mg.kg-1 i.p. (0,09 mL de
cetamina 10% para 100 g de rato) para supressdo do controle da temperatura e posterior inducéo da hipertermia.

Estes animais foram colocados em um recipiente (banho) com agua a 42 °C, com a maior parte do corpo
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submerso (exceto cabeca e membros anteriores). A temperatura dos animais foi monitorada com termdmetro
retal durante todo o periodo em que eles estiveram no banho. Tdo logo apresentaram temperatura central de 41
°C permaneceram no banho, com monitoramento continuo da temperatura central (41-41,5 °C) e do banho (41-
42°C), durante quinze 15 minutos (Chung et al. 2008; Bathaie et al. 2010). Os animais dos grupos nao
submetidos ao choque térmico (grupos M, M-E, O e O-E) também foram anestesiados, porém mantidos com
temperatura central entre 36,5-37,5 °C, monitorada com term6metro retal, em um recipiente com agua (banho).
Apds o periodo de indugéo da hipertermia, os animais permaneceram no laboratdrio, mantidos na temperatura
ambiente de 22-24 °C, até recuperacdo da anestesia para posterior hidratacdo com solucao fisiologica (~3 mL /
animal), sendo em seguida levados ao biotério, em ambiente de experimentacdo, no qual foram mantidos em

condicOes ideais.
Teste de Tolerancia a Glicose

Os testes de tolerancia a glicose (GTT) foram realizados nos grupos experimentais em diferentes momentos de
tratamento, ou seja, no tempo zero (antes de qualquer intervengéo) e na 122 semana de intervengdo com a ragéo
hiperlipidica. Os testes foram realizados com os animais em jejum de 12 horas. Para tanto, foi preparada uma
solugdo de glicose na concentracdo de 80% (m/v), administrada na dose de 1g/kg, por inje¢do via intraperitoneal
(IPGTT). Para a obtencdo da curva glicémica, o valor da glicemia em jejum foi mensurado apds 0s animais
permanecerem no laboratério por, no minimo, 30 minutos (tempo zero) e nos tempos de 30 e 120 minutos apos a
administracdo da solucdo de glicose. As medidas da glicemia foram feitas com sangue total em puncéo na parte
distal da cauda dos animais, usando aparelho de leitura glicémica capilar, glicosimetro, Optium Xceed da Abbott
(Figura S2 A e C- ver material suplementar). A area sob a curva relativa a curva de resposta glicémica foi
calculada geometricamente através da aplicacdo da regra trapezoidal (Usa Fao 1997) (Figura S2 B e D. Ver

material suplementar).
Teste de Tolerancia a Insulina

Os testes de tolerancia a insulina (ITT) foram realizados nos grupos experimentais em diferentes momentos de
tratamento, ou seja, no tempo zero (antes de qualquer intervencdo) e na 122 semana de intervengdo com a racéo
hiperlipidica. Os testes foram realizados com os animais alimentados. Para a realiza¢do do ITT foi utilizada a
Insulina Humalog Lispro — Lilly 100 Ul/mL, diluida em PBS pH 7,4 (NaCl (136,8 mM), KCI (2,7 mM),
KH,PO, (0,9 mM), Na,HPO, (6,4 mM)) na concentracdo de 1UI/mL, e aplicada na dose de 1Ul/kg de peso
corporal, injetada via intraperitoneal (IPITT). Os volumes administrados foram de 100 pL para cada 100 g de
peso corporal. Para a obtencdo da curva glicémica, o valor da glicemia que antecede a aplicagdo da insulina, com
os animais alimentados, foi mensurado apds os animais permanecerem no laboratério por no minimo 30 minutos
(tempo zero) e nos tempos de 30 e 120 minutos apos a inje¢do da solucédo de insulina. As medidas da glicemia
foram feitas com sangue total em puncdo na parte distal da cauda dos animais, usando aparelho de leitura

glicémica capilar, glicosimetro, Optium Xceed da Abbott (Figura S2. Ver material suplementar).

Morte dos Animais

Os animais foram mortos por decapitacdo em guilhotina para roedores, sem anestesia, para obtencdo do sangue

total e dos tecidos, para posterior realizacdo das analises. O método escolhido para morte baseia-se no fato deste
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ndo produzir alteracbes fisiolégicas minimas nos tecidos. Considerando-se a necessidade de realizacdo de
analises celulares e bioquimicas, nenhum anestésico ou outra substancia pode ser administrada nos animais por
ocasido da decapitacdo. A morte dos animais sob anestesia, apesar de desejavel, é incompativel com nossos
experimentos porque todos os anestésicos comumente utilizados em estudos com animais experimentais levam a
uma intensa hiperglicemia em roedores (Brown et al. 2005; Xia et al. 2005). Além disso, esses anestésicos
interferem em diferentes funcGes das células, como as envolvidas na producdo de proteinas de choque térmico
(Chang et al. 2005), cuja expressdo é uma das principais variaveis do estudo. Os animais foram decapitados em
ambiente exclusivamente destinado a morte dos animais, com exaustdo e higienizagdo completa de todo o
material entre a morte de um animal e outro. Este procedimento foi realizado no Laboratério de Ensaios
Biologicos, sob supervisdo de médico veterinario (responsavel pelo Biotério-UNIJUI). Ap6s a morte, 0s animais
foram dissecados para coleta dos tecidos e, para o descarte, foram colocados em sacos plasticos identificados
com o simbolo de risco bioldgico e congelados em freezer (-20 °C) destinado para este objetivo, no proprio
Laboratério de Ensaios Bioldgicos. Seguindo o cronograma da Instituicdo até ser entregue ao servigo

terceirizado de coleta de residuos da UNIJUI, realizado pela empresa Stericycle, de Santa Maria-RS.
Preparo das Amostras

Os tecidos adiposo visceral (epididimal), hepatico, muscular (gastrocnémio) foram congelados em nitrogénio
liquido e mantidos em freezer até 0 momento da preparacéo para as diferentes anélises. O sangue troncular foi
coletado em amostras distintas conforme as especificacbes exigidas pelos fabricantes para a obtengdo de sangue
total, plasma e soro, sendo centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente em centrifuga
hematoldgica. O sangue total para a hematologia foi diluido em solucdo fisioldgica, na proporcéo 1:4. O plasma
e/ou soro utilizado nas analises bioquimicas foram preparados conforme as especificagdes dos manuais dos

respectivos kits para anélise de lipideos e HSP70.

Analises Moleculares, Bioquimicas e Hematoldgicas

Concentracéo plasmética de HSP72 (eHSP72)

O sangue foi coletado em tubos contendo &cido etilenodiaminotetra-acético (EDTA) [2mg/mL]. Apoés
centrifugacdo, o plasma foi armazenado congelado contendo inibidor de protease (PMSF - Fluoreto de Fenil-
Metil Sulfonila; Sigma P7626, 1,74 mg/mL = 100 mM). Os niveis plasmaticos de eHSP70 foram mesurados
utilizando Kit especifico para HSP72 (High Sensitivity Elisa Kit - Enzo Life Sciences EKS-715) em leitora de

microplacas conforme instrugdes do fabricante (450 nm).
Expresséo de HSP70 (iHSP70)

As amostras dos tecidos foram homogeneizadas para mensurar expressdo de iHSP70, por Western blot
(Laemmli 1970). As amostras passaram por separa¢do proteica de acordo com peso molecular (kDa) por meio de
eletroforese, e a seguir as amostras passaram por eletrotransferéncia para membrana de PVDF e imunodeteccéo
com anticorpo monoclonal anti-HSP70 (Sigma H5147; diluido 1:1000), e anticorpo monoclonal anti-B-actina
(Sigma A3854, diluido 1:5000) para normalizacdo. As proteinas fixadas na membrana de PVDF e identificadas
pelos anticorpos foram reveladas por quimiluminescéncia em filme fotografico (Amersham Hyperfilm ECL; GE,

Health Care) apds incubacdo da membrana em solugdo ECL (GE, Health Care). As imagens referentes a
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expressdo de iHSP70 e actina foram quantificadas com o programa ImageJ, sendo os resultados expressos em
unidades arbitrarias de HSP70/B-actina.

Indice H - Status imunoinflamatério

O indice H pode ser mensurado relacionando as concentragdes de eHSP70 plasmaticas com suas concentracdes
em diferentes tecidos (iHSP70) para indicar o status imunoinflamatdrio de um individuo diante de estressores
ambientais (Goettems-Fiorin et al. 2016), disfuncBes metabdlicas ou de desafios como o exercicio e o choque
térmico (Bock et al. 2016; Heck et al. 2017). Para o calculo do indice H, considera-se R, = [eHSP70]. /
[IHSP70]. como a razdo de HSP70 em uma situacdo controle, quaisquer que sejam as técnicas utilizadas para
avaliar as concentragGes de eHSP70 e iHSP70. Assim, o indice H pode ser calculado como o quociente de R; =
[eHSP70]; / [iHSP70]; por R; (R; / R¢), que sera considerado unidade normalizadora (R, = 1) de todos os

[7331)

resultados remanescentes nessa situagdo “j”. Portanto, o fndice H = R; / R, permite a comparago entre qualquer
situacdo estressante “j” e a situacdo assumida como o controle “c”. O Indice H pode ser aplicado para estimar o
balango imunoinflamatério em diversas situages imunoldgicas (Goettems-Fiorin et al. 2016; Scholer et al. 2016;

Heck et al. 2017).

Tabela 2. Classificagdo do Indice H

Faixa Descricao Intensidade do desafio
0-1 Valores fisiolégicos Fraco

>1-5 Resposta imunoinflamatoria Moderado
>5 Resposta pré-inflamatéria Intenso

Lipoperoxidacao

A determinacdo da lipoperoxidagdo foi realizada utilizando o método de substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) (Buege, Aust 1978), como medida dos parametros de estresse oxidativo, por
espectrofotometria a 535 nm (Zanchi et al. 2008). Os valores sdo relativos a concentracdo de malondialdeido
(MDA) / mL de plasma ou por mg de proteina (tecidos).

Dosagem de Proteinas

A concentracgdo de proteinas de cada amostra foi determinada por espectrofotometria a 595nm, usando albumina
sérica bovina como padrdo (pontos de 0,04-5,0 mg/mL). Os resultados obtidos foram expressos em mg de

proteinas por ml de amostra (Bradford 1976).
Triglicerideos e Colesterol

As dosagens de Triglicerideos e Colesterol foram realizadas por metodologia enziméatico-colorimétrico,
utilizando kits da Bioclin — Quibasa através da automagdo BS200- Mindray, para tal foram utilizados
aproximadamente 200uL de soro por animal e 500uL de reagente para cada analise realizada. Os resultados

foram expressos em mg/dL.
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Hemograma

O sangue foi coletado em tubos contendo &cido etilenodiaminotetra-acético (EDTA) [2mg/mL]. Para a
determinacdo automatizada foi utilizado o analisador hematolégico ABX Micros 60 (Horiba), seguindo as
recomendagdes do fabricante. Através desse equipamento é possivel obter os seguintes parametros: contagem
total de hemacias (RBC), hematodcrito (HCT), hemoglobina (HGB); contagem de leucécitos, além da contagem
de plaquetas (Horiba- Manual do usuario). As amostras foram diluidas em solugéo fisiolégica na proporgdo 1:4.
Apo6s, foram realizadas distensGes hematoldgicas em lamina, corados com coloracdo pandtica (Newprov) e
analisadas por profissional com experiéncia na area, para cada lamina uma contagem diferencial de 100

leucdciotos (Tabela S3. VVer material suplementar).
Andlise Estatistica

As variaveis em estudo foram avaliadas quanto a sua normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os
resultados sdo apresentados como média + DP, sendo a varidvel eHSP72 normalizada com log 10. As variaveis
ASC, IMC, indice de adiposidade, consumo de racdo, peso, eficiéncia energética foram analisadas pelo Teste t
ndo pareado. A glicemia de jejum foi avaliada pelo Teste t ndo pareado. Foram analisados por ANOVA de duas
vias de medidas repetidas, seguidas do pos-teste de Sidak as variaveis GTT e ITT. Todas as demais variaveis
foram analisadas por ANOVA de uma via, seguido do pos-teste de Tukey. Nivel de significancia com um
P<0,05.

Resultados

Uma sessdo de exercicio aumentou os niveis de iHSP70 no tecido muscular em animais magros (M+E vs M) e
em obesos (O+E vs O), sendo maior nos obesos (M+E vs O+E) (Figura 2A). O exercicio causou aumento nos
niveis de iIHSP70 no tecido adiposo comparativamente ao efeito do choque térmico e ao efeito da combinagdo de
exercicio com choque térmico, porém, somente em animais obesos (O+E vs O+HS e O+E+HS) (Figura 2B). O
choque térmico isolado elevou a concentracdo de iHSP70 no tecido muscular gastrocnémio somente em animais
obesos (O+HS vs O). A combinacdo de exercicio com choque térmico produziu aumento na concentragdo de
iHSP70 muscular somente em animais magros (M+E+HS vs M) (Figura 2A). Né&o foi observado modificacdo na

concentragdo de iHSP70 no tecido hepético (Figura 2C).

Uma sessdo de choque térmico, isolada (M+HS) e em associagdo com o exercicio (M+E+HS), elevou os niveis
de eHSP72 em 173% e 150%, respectivamente (Figura 2D), em animais magros, comparativamente ao
respectivo grupo controle (M). O efeito da combinagdo de exercicio e choque térmico sobre a concentragdo de
eHSP70 difere entre os animais magros e obesos (M+E+HS vs O+E+HS). O exercicio e o choque térmico,
isolados ou associados, ndo causaram alteracdo na concentracdo plasmatica de eHSP72 nos animais obesos
(Figura 2D).
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Figura 2. Concentracdo de iHSP70 no musculo gastrocnémio (A), no tecido adiposo epididimal (B) e no
figado (C). Concentracdo de eHSP70 plasmatica (D).Os dados estdo expressos como média + DP. Anélise
estatistica por Anova de uma via seguida do pés- teste de Tukey. A) *P<0,05 vs M, O+E. 1 P<0,05 vs M. §
P<0,05 vs O, N=3-5 por grupo. B) **P<0,05 vs O+HS, O+E+HS, N=4-6 por grupo. C) P=0,1115 N=4-6 por
grupo. D) 11 P<0,002 vs M. 88 P<0,002 vs M, O+E+HS. N=4-7 por grupo.

As intervencdes de exercicio e de choque térmico, isoladas ou associadas, ndo promoveram modificagdes na
lipoperoxidagdo muscular (Figura 3A) em animais magros e obesos. A intervencdo de exercicio aumentou a
lipoperoxidagdo no tecido adiposo epididimal em animais magros comparativamente as demais intervengdes
(M+E vs M+HS e M+E+HS) (Figura 3B). Nédo foi constatado modificacdo na lipoperoxidacdo plasmatica,
indicada pela concentracdo de malondialdeido (MDA) em animais magros e obesos, em razdo das interveng6es
de exercicio, choque térmico ou da associag¢do de ambos (Figura 3D).

Quanto ao indice H (razdo eHSP70/iHSP70), apresentado na tabela 3, a resposta de animais magros e obesos
diante das intervencgdes indica efeitos distintos no status inflamatério, em animais obesos e magros, e mostra-se

tecido-dependente.
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Figura 3. Concentracdo de MDA (malondialdeido) no musculo gastrocnémio (A), no tecido adiposo
epididimal (B), no figado (C) e no plasma (D). Os dados estéo expressos como média + DP. Analise estatistica
por ANOVA de uma via seguida do- pos teste de Tukey. A) P=0,4145, N=4-6 por grupo. B) *P=0,0070 vs
M+HS e M+E+HS, N=4-7 por grupo. C) P=0,1985 N=4-6 por grupo. D) P=0,0883, N=3-6 por grupo.

O choque térmico, em animais magros (M+HS), produz um indice H indicativo de condi¢do pré-inflamatoria
intensa (indice H > 5) no tecido muscular (gastrocnémio), que difere de todos os demais grupos de animais
magros (M+HS vs M, M+E, M+E+HS), dos animais obesos submetidos & mesma intervengdo (M+HS vs O+HS).
No tecido hepético, na condi¢do de choque térmico, também é observada uma condi¢cdo imunoinflamatéria,
porém moderada (indice H >1 — 5), e que se diferencia de todos os demais grupos de animais magros (M+HS vs
M, M+E, M+E+HS), dos animais obesos submetidos a mesma intervencdo (M+HS vs O+HS). Em animais
obesos, 0 choque térmico produz uma condi¢do imunoinflamatoria moderada (indice H >1 — 5) no tecido
adiposo epididimal, e que se diferencia de todos os demais grupos de animais obesos (O+HS vs O, O+E,
O+E+HS).

A condigdo de exercicio fisico néo altera o valor do indice H em nenhum tecido, em animais magros e obesos.
Quando o exercicio fisico é associado ao choque térmico, nos animais magros, o indice H relativo aos tecidos
muscular e hepético indica uma condi¢do imunoinflamatério moderada (indice H >1 — 5), que é distinta em

relagdo aos animais obesos (M+E+HS vs O+E+HS).

Tabela 3. indice H (eHSP70 / iHSP70).

eHSP70 / iHSP70 M M+HS M+E M+E+HS 0 O+HS O+E O+E+HS
Plasma / Gastr ocnémio 1,00+0,37 10,00+3,28* 3,73+2,22 2,640,971 0.67=0,31 1,39+0,64 0,49+0,19 0,65=0,71
Plasma / Figado 1.00=0,69 4,69+2,17* 1,92+0,76 2,32+0,73% 0.62=0,17 1,05=0,37 1.34=1.40 0,38=0,30
Plasma / Ad. Epididimal 1,00+0,78 2,48=1,64 0,71+0,22 0,96=0,26 0.37=0,21 1,91+0,758 0.24=0,13 0,53=0,25

Os dados estdo expressos como média + DP. Andlise estatistica por ANOVA de uma via seguida do pds- teste de
Tukey. * P<0,0001 vs M, M+E, M+E+HS, O+HS. { P<0,0001 vs O+E+HS. § P=0,0109 vs O, O+E, O+E+HS.
N=4-6.

Na tabela 4 observamos o efeito das intervengdes sobre a concentragdo de lipidios circulantes, em animais

magros e obesos. O choque térmico isoladamente ndo causou modificacdo na concentragdo de lipidios
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circulantes, em animais magros e obesos. O exercicio fisico aumentou a concentracdo circulante de triglicerideos
em animais obesos, quando comparado ao grupo submetido a uma sessdo de choque térmico (O+E vs O+HS).
Além disso, o exercicio causou aumento da concentracdo de colesterol total em animais obesos quando
comparado ao grupo correspondente nos animais magros (O+E vs M+E) A combinacdo do exercicio fisico com
choque térmico aumentou a concentracdo de colesterol total em animais obesos comparativamente aos animais
magros (O+E+HS vs M+E+HS).

Tabela 4. Perfil lipidico.

Variaveis/Intervencoes M M+HS M+E M+E+HS O O+HS O+E O+E+HS
Triglicerideo (mg/dL) 194,6=65,1 142,2£21,6 195,0=22.8 140,7+39,0 177,3£54.9 129,8+26,9 254'2173‘0* 180,5£49.3
CT (mg/dL) 68,0=9.7 72,3=8.4 78,0=15,1 77,774 88,7=103 84,4=14.2 gs.;ﬁ“‘j’f‘ 97,5:8,08
HDL (mg/dL) 17,4£2,7 15.17£2,9 15,17£1,5 19,0:4,7 21,02,19 20,8+2,8 23,8+1,7 22,8433

LDL (mg/dL) 11,7=11.8 25,7=9.6 28,8=13.4 29,982 32.2=10,5 37,6=12.8 27.8=15.5 38,7=13.5

CT (Colesterol Total), HDL (Lipoproteina de Alta Densidade), LDL (Lipoproteina de Baixa Densidade). Os
dados estdo expressos como média + DP. Anélise por ANOVA de uma via, seguido do pos- teste de Tukey. *
P<0,005 vs O+HS; 1 P<0,0001 vs M+E; § P<0,0001 vs M+E+HS; N= 4-8 por grupo.

N&o foram constatadas alteracfes nos parametros hematolégicos em qualquer condicdo experimental (Tabela S3,
ver material suplementar).

Discussao

Neste estudo observamos questdes importantes quanto ao uso e efeitos da terapia térmica, analisada em condi¢édo
aguda: a) os efeitos de uma sessdo de choque térmico sdo similares aos de uma sessao de exercicio e b) os efeitos
de ambas intervencdes, isoladas ou em combinacdo, sdo diferentes em animais magros e obesos. De modo geral,
os dados obtidos em nosso estudo revelam que tanto uma sessdo de exercicio como uma sessdo de choque
térmico, induzem a expressao de iHSP70. Contudo, o exercicio foi capaz de induzir essa expressdo em animais
magros e obesos, e 0 choque térmico apenas em animais obesos. O uso das duas intervenc¢des de modo associado
potencializou a expressdo de HSP70 em animais magros. O aumento nos niveis de iHSP70 muscular em resposta
ao exercicio foi de cerca de 30% em animais magros, o que foi potencializado pela combinacdo com o choque
térmico, com o aumento de 54%. J& nos animais obesos observamos um aumento de 51% na concentragdo de
iHSP70 muscular em resposta ao choque térmico, similar ao efeito do exercicio, cujo aumento foi de 59%.
Entretanto, a associacdo entre exercicio e choque térmico, ndo teve efeito potencializador sobre a expressdo de

iHSP70 muscular, como o apresentado pelos animais magros.

A expressao intracelular de HSP70 (iHSP70) estd associada a mecanismos antiapoptéticos e agdes anti-
inflamatdrias. A agdo anti-inflamatéria da HSP70 reside especialmente no seu efeito inibitério sobre a ativagéo e
translocacdo do fator de transcricdo nuclear NF-xB, que produz profundas implicagdes no sistema imunoldgico,
em processos inflamatorios e em fatores reguladores da sobrevivéncia celular e da apoptose (Ran et al. 2004).
Deste modo, pode-se dizer que ambas intervengdes se revelam como estratégias terapéuticas de grande
relevancia para a protecdo de tecidos insulinodependentes contra processos inflamatérios cronicos de baixo grau

e no combate a resisténcia a insulina.

Em individuos saudaveis, em resposta a desafios como o exercicio, ocorre a inducdo de expressdo génica de

HSP70 no masculo esquelético, principalmente pela transcricdo do gene HSPALA, responsavel pela sintese da
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isoforma induzivel de 72 kDa, da familia das HSP70. Por exemplo, em reposta a uma sessdo de exercicio a 70%
do VO, maximo, ocorre um aumento de 6,5 vezes na quantidade de mMRNA-HSP72 até 2 horas apds o exercicio,
mantendo a quantidade de proteina elevada por até 8 horas ap6s o esforco (Walsh et al. 2001). J& em individuos
obesos com DM2, esta resposta encontra-se prejudicada, pois a expressdo da HSP70 encontra-se diminuida em
fibras musculares esqueléticas (Gupte et al. 2009; Rodrigues-Krause et al. 2012). Neste sentido, nossos dados
sdo de extrema relevancia, pois observamos que o exercicio, mesmo de baixa intensidade, assim como o choque
térmico, foram capazes de induzir aumento nos niveis de iIHSP70 muscular. Nossos dados corroboram com
dados anteriores obtidos em outros modelos animais (camundongos), nos quais o choque térmico também
aumentou a expressdo de HSP72 nos tecidos muscular esquelético, hepatico e adiposo por até 24 horas (Chung et
al. 2008) contribuindo para a homeostase glicémica. A expressao de iHSP70 é fundamental na manutencdo da
sinalizacdo insulinica para a captacdo de glicose muscular. A maior expressdo de HSP70 inibe a sintese de
citocinas pré-inflamatorias por meio da inativagdo NF«kB (Asea, De Maio 2007) e por efeitos anti-inflamatérios

diretos (Knowlton 2006) que repercutem numa melhor sinalizacéo intracelular para a captagdo de glicose.

Observamos que o tecido muscular em animais obesos e intolerantes & glicose, responde a ambas intervengées
guando aplicadas isoladamente, porém ndo é responsivo quando as intervencdes sdo aplicadas de modo
combinado, o0 que sugere uma menor tolerancia a desafios sucessivos aplicados em um periodo de tempo de até
36 horas. Alem disso, no tecido adiposo observa-se que a combinagdo de exercicio com o choque térmico parece
ter “suprimido” o efeito benéfico do exercicio (aplicado isoladamente) sobre a expressdo de iHSP70. A
combinacdo entre choque térmico e exercicio pode ter gerado nesses animais uma condi¢do conhecida como
“termotolerancia”, na qual, apds um estimulo que induz a sintese de iHSP70, um novo estimulo ndo gera uma
nova sintese destas proteinas (Satyal et al. 1998). Além disso, sabe-se que individuos obesos apresentam um
guadro de inflamacéo crénica de baixo grau (Krause et al. 2015b), baixos niveis de iHSP70, principalmente em
tecidos sensiveis a insulina, além de um aumento da fosforilagdo de JNK no masculo esquelético (Chung et al.
2008). O aumento da fosforilagdo da JNK esta associado com o declinio progressivo na capacidade celular de
resposta ao estresse, marcado pela redugdo na expressdo de HSP70, o que pode resultar da inibicdo do fator

primario de transcricéo de proteina de choque térmico 1 (HSF-1) (Kavanagh et al. 2009).

Nosso estudo demonstrou ainda que o tecido adiposo em animais magros responde diferentemente as condigdes
de estresse comparado aos obesos, corroborando com achados anteriores do nosso grupo (Goettems-Fiorin et al.
2016). Os dados do presente estudo mostram que, nos animais magros, o tecido adiposo apresenta grau elevado
de lipoperoxida¢do quando submetido a condi¢do de exercicio, diferentemente do que ndo foi observado nos
demais tecidos e em animais obesos. A resposta distinta do tecido adiposo em relaco a lipoperoxidacdo sugere
gue o uso de dieta hiperlipidica (dieta dos animais obesos) possa promover o desenvolvimento precoce de
mecanismos de defesa nesse tecido, contra o estresse oxidativo e inflamacdo (DeFronzo 2009; Goettems-Fiorin
et al. 2016), via expressdo de HSP70. Niveis aumentados de iHSP70 proporcionam protecdo contra o dano

oxidativo tecidual (Newsholme et al. 2016).

Quanto a concentracdo de HSP70 extracelular plasmatica (eHSP70), constata-se que 0s animais magros, mas nao
0s obesos, responderam aos desafios de exercicio e de choque térmico aumentando a eHSP70. A capacidade de
exportagdo de eHSP70 pode configurar a manutencdo de respostas rapidas diante desafios, mediados pelo

sistema adrenérgico, como na situacéo de exercicio (Heck et al. 2011, 2017; Scholer et al. 2016), o que parece
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estar prejudicado nos animais obesos. Em outros trabalhos, com caracteristicas metodoldgicas diferentes, ja estdo
descritos niveis elevados de eHSP70 em individuos obesos (Rodrigues-Krause et al. 2012) diabéticos e nao
diabéticos (Krause et al. 2015c¢) e sua relacdo com a deterioracdo da sinalizagdo insulinica (Cangeri Di Naso et
al. 2015). A elevacdo dos niveis de eHSP70 pode fazer parte dos mecanismos de defesa do organismo, agindo
como sinal de alerta entre células, papel conhecido como “chaperocina”, e a auséncia de resposta observada,
caracterizada pela baixa responsividade no aumento de eHSP70 em animais obesos, tanto pelo exercicio como

pelo choque térmico, pode indicar um organismo em estresse imunoinflamatorio crénico.

Estudos sugerem que a razdo entre eHSP70 plasmatica e intracelular em linfécitos (iHSP70) mensura a
habilidade do sistema imunolégico na manutencdo do equilibrio pré-inflamatério (células Thl) e anti-
inflamatério (células Th2), sobretudo em resposta ao exercicio fisico (Heck et al. 2017). Em nosso estudo,
observamos que o status inflamatério estabelecido a partir do conteido da eHSP70 plasmética em relacdo a cada
tecido (razdo eHSP70 / iHSP70, indice H) difere em relagdo ao desafio imposto e a condicio de obesidade. A
resposta imunoinflamatéria observada, marcada pelo indice H, indica efeitos distintos das intervencdes no status
inflamatério em animais obesos e magros, e mostra-se tecido-dependente. Animais obesos apresentam uma
condi¢do imunoinflamatéria moderada (indice H >1 — 5) apenas no tecido adiposo epididimal e somente quando
expostos ao choque térmico, ndo sendo observadas alteragdes no status imunoinflamatorio nos demais tecidos
desses animais e em sob as demais intervencfes. Em relagdo aos animais magros, observa-se maior resposta
imunoinflamatéria nos tecidos muscular e hepatico e, por outro lado, ndo se observa resposta do tecido adiposo.
Os animais magros respondem ao choque térmico com uma resposta muscular pré-inflamatoria intensa (indice H
> 5) e hepética moderada (indice H >1 — 5), porém ndo respondem ao exercicio, somente quando este é
associado ao choque térmico, quando os tecidos muscular e hepatico apresentam uma resposta

imunoinflamatério moderada.

O indice H tem sido utilizado na classificagdo do perfil imunoinflamatério de animais em diferentes estudos com
distintos protocolos experimentais (Goettems-Fiorin et al. 2016; Scholer et al. 2016; Heck et al. 2017). Esse
conjunto de trabalhos indica que o indice H possa servir de balizador para a classificagdo de niveis de estimulos,
podendo assim caracterizd-los de forma individual como terapéutico ou prejudicial para a manutencdo ou
melhora da sadde. Este € o primeiro estudo que investiga 0 comportamento do indice H sob condigdes de
exercicio agudo, do choque térmico e da combinagcdo de ambos, em condi¢do de obesidade e intolerancia a
glicose (ver perfil glicémico e biométrico na figura S2 e na Tabela S1, respectivamente, no material
suplementar). Estudos com humanos evidenciam que a associacdo de estimulos musculares (por eletrodos)
associados ao choque térmico potencializam a melhora em pardmetros como a inflamagdo, glicemia,
dislipidemia, obesidade central e sinalizagdo insulinica (Kondo et al. 2014), diminuindo o processo inflamatorio

crénico de baixo grau.

Com sua capacidade imunoinflamatéria prejudicada, os animais obesos demonstraram ainda instabilidade
metabolica frente ao exercicio aerobio leve. A andlise do perfil lipidico em nosso estudo corrobora com outros
achados indicativos de que os animais obesos e insulinorresistentes respondem distintamente aos
desafios/estresse. Observamos que 0s animais obesos, diferentemente dos magros, apresentam elevacéo
persistente da concentracdo de triglicerideos e de colesterol, quando submetidos a sessdo de exercicio aerébio

leve, porém, ndo quando submetidos ao choque térmico. Esses dados sugerem que a condicdo de obesidade
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diminui a tolerancia a condicdes de exercicio, mesmo de baixa intensidade, causando elevacdo de lipidios
circulantes por varias horas ap6s o desafio. O musculo esquelético durante o exercicio aerébio de intensidade
leve a moderada utiliza a oxidacdo de acidos graxos de forma predominante para a producdo de energia, sendo
necessaria a captacdo de &cidos graxos circulantes e sua liberacdo pelo tecido adiposo durante a sessdo de
exercicio (Belmonte et al. 2005). Estudos mostram que individuos saudaveis, apos a realizagdo de exercicio
aerdbio, apresentam um aumento nos triglicerideos circulantes, o qual perdura por até 4 horas apds o final da
sessao de exercicio (de Lima et al. 2015). Em seguida, ainda em resposta a sessdo de exercicio, os niveis de
triglicerideos circulantes comegcam a diminuir, ndo sendo mais observada nenhuma alteragdo nesta fracéo
lipidica ap6s 24h (Maraki, Maria I. and Sidossis 2008).

Uma concentracdo elevada de triglicerideos 48 horas apds a sessdo de exercicio, observada no presente estudo,
pode indicar um desequilibrio metabdlico entre a liberacdo e utilizacdo de acidos graxos frente ao desafio do
exercicio fisico, estabelecido pela condicdo de obesidade, pois quando a capacidade de armazenamento dos
adipdcitos é excedida, o excesso de lipideos circulantes deposita-se ectopicamente em tecidos como o figado e o
musculo esquelético, contribuindo ainda mais para o desenvolvimento de danos e alteracdes em sua estrutura e
funcdes (DeFronzo 2009). Os triglicerideos circulantes, quando em excesso, podem ligar-se & receptores do tipo
toll like 4 (TLR4), na membrana do tecido adiposo, provocando a liberacdo celular de citocinas inflamatorias
(Degens 2010; Newsholme et al. 2012). Estas citocinas exercem agdes paracrinas que perpetuam a inflamacéo
local no tecido adiposo, induzem resisténcia insulinica e disfungdo vascular e cardiaca. Desta forma, o tecido
adiposo possui importante papel no desenvolvimento de doengas cardiometabdlicas associadas & obesidade (Lee
2013; Richardson et al. 2013; Shimizu et al. 2013; Bleau et al. 2015).

Por outro lado, 0 aumento persistente na concentracao de triglicerideos circulantes néo foi observada no grupo de
animais obesos submetidos a uma sessdo de choque térmico poés-exercicio e, tampouco, naqueles submetidos
somente ao choque térmico. 1sso sugere que o choque térmico esteja favorecendo uma resposta metabdlica mais
eficiente ap6s o exercicio, apesar da obesidade. Nesse contexto, o choque térmico parece exercer um efeito

protetor e benéfico sobre a homeostase lipidica evitando a aumento persistente da trigliceridemia pos-exercicio.
Concluséo

O exercicio e 0 choque térmico, agudamente, promovem resposta de citoprotecdo por meio do aumento da
expressao de HSP70, sendo ela tecido-dependente e influenciada pela condicdo de obesidade. A intervencgdo de
choque térmico produz em animais obesos, efeito andlogo ao causado pelo exercicio em animais magros. A
associacao do exercicio com choque térmico potencializa a resposta imunoinflamatdria em animais magros e
favorece um melhor controle sobre o perfil lipidico, especialmente no que se refere aos triglicerideos circulantes,

em organismos em processo obesogénico.

Referéncias

Aebi H (1984). Catalase in vitro. Methods in enzymology, v.105, p.121.

Asea AAA, De Maio A (2007). A histdria por dentro: fungdes anti-inflamatéria do HSF1 e das proteinas de
choque térmico. In: Alexzander A. A. Asea and Antonio De Maio, Protein Reviews, Volume 1: Heat
Shock Proteins: Potent mediators of inflammation and Immunity - Edited, v.1, cap.7, Ed. Springer.

34



Bathaie Sz, Jafarnejad A, Hosseinkhani S, Nakhjavani M (2010) The effect of hot-tub therapy on serum Hsp70
level and its benefit on diabetic rats: A preliminary report. Int J Hyperth 26:577-585. doi:
10.3109/02656736.2010.485594

Belmonte A, Aoki MS, Ap G (2005) Triacilglicerol intramuscular : um importante substrato energético para o
exercicio de endurance. 11:135-140.

Bleau C, Karelis AD, St-Pierre DH, Lamontagne L (2015) Crosstalk between intestinal microbiota, adipose
tissue and skeletal muscle as an early event in systemic low-grade inflammation and the development of
obesity and diabetes. Diabetes Metab Res Rev 31:545-561. doi: 10.1002/dmrr.2617

Bock PM, Krause M, Schroeder HT, et al (2016) Oral supplementations with I-glutamine or I-alanyl-I-glutamine
do not change metabolic alterations induced by long-term high-fat diet in the B6.129F2/J mouse model of
insulin resistance. Mol Cell Biochem 411:351-362. doi: 10.1007/s11010-015-2597-6

Bradford MM (1976) A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein
utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem 72:248-254. doi: 10.1016/0003-
2697(76)90527-3

Brown ET, Umino Y, Loi T, et al (2005) Anesthesia can cause sustained hyperglycemia in C57/BL6J mice. Vis
Neurosci 22:615-8. doi: 10.1017/S0952523805225105

BUEGE JA, AUST SD (1978). Microssomal lipid peroxidation. Methods Enzymol., v.52, p.302-309.

Cangeri Di Naso F, Rosa Porto R, Sarubbi Fillmann H, et al (2015) Obesity depresses the anti-inflammatory
HSP70 pathway, contributing to NAFLD progression. Obesity 23:120-129. doi: 10.1002/oby.20919

Chang Y, Chen TL, Sheu JR, Chen RM (2005) Suppressive effects of ketamine on macrophage functions.
Toxicol Appl Pharmacol 204:27-35. doi: 10.1016/j.taap.2004.08.011

Chung J, Nguyen A-K, Henstridge DC, et al (2008) HSP72 protects against obesity-induced insulin resistance.
Proc Natl Acad Sci U S A 105:1739-44. doi: 10.1073/pnas.0705799105

de Lima FD, Correia ALM, Teixeira D da S, et al (2015) Acute metabolic response to fasted and postprandial
exercise. Int J Gen Med 8:255-260. doi: 10.2147/1JGM.S87429

DeFronzo RA (2009) From the Triumvirate to the Ominous Octet: A New Paradigm for the Treatment of Type 2
Diabetes Mellitus. Diabetes 58:773-795. doi: 10.2337/db09-9028

Degens H (2010) The role of systemic inflammation in age-related muscle weakness and wasting: Review.
Scand J Med Sci Sport 20:28-38. doi: 10.1111/j.1600-0838.2009.01018.x

Gava NS, Veras-Silva AS, Negrao CE, Krieger EM (1995) Low-Intensity Exercise Training Attenuates
Cardiac -Adrenergic Tone During Exercise in Spontaneously Hypertensive Rats. Hypertension 26:1129—
1133. doi: 10.1161/01.HYP.26.6.1129

Goettems-Fiorin PB, Grochanke BS, Baldissera FG, et al (2016) Fine particulate matter potentiates type 2
diabetes development in high-fat diet-treated mice: stress response and extracellular to intracellular HSP70
ratio analysis. J Physiol Biochem. doi: 10.1007/s13105-016-0503-7

Guisbert E, Morimoto RI (2013) The regulation and function of the heat shock response. In: Morimoto RI,
Christen Y (eds) Protein Quality Control in Neurodegenerative Diseases. Springer Berlin Heidelberg,
Berlin, Heidelberg, pp 1-18

Gupte A a, Bomhoff GL, Swerdlow RH, Geiger PC (2009) Heat Treatment Improves Glucose Tolerance and a
High-Fat Diet. Diabetes 58:567-578. doi: 10.2337/db08-1070.

Heck TG, Schéler CM, de Bittencourt PIH (2011) HSP70 expression: Does it a novel fatigue signalling factor
from immune system to the brain? Cell Biochem Funct 29:215-226. doi: 10.1002/cbf.1739

Heck TG, Scomazzon SP, Nunes PR, et al (2017) Acute exercise boosts cell proliferation and the heat shock

35



response in lymphocytes: correlation with cytokine production and extracellular-to-intracellular HSP70
ratio. Cell Stress Chaperones 22:271-291. doi: 10.1007/s12192-017-0771-3

Henstridge DC, Bruce CR, Drew BG, et al (2014) Activating HSP72 in rodent skeletal muscle increases
mitochondrial number and oxidative capacity and decreases insulin resistance. Diabetes 63:1881-1894.
doi: 10.2337/db13-0967

Hoff C (1980). Sounding board. Immoral and moral uses of animals. N Engl J Med, v. 302, n. 2, p. 115-118.
Hooper PL (1999) Hot-tub therapy for type 2 diabetes mellitus [5]. N Engl J Med 341:924-925.

Hooper PL, Balogh G, Rivas E, et al (2014) The importance of the cellular stress response in the pathogenesis
and treatment of type 2 diabetes. Cell Stress Chaperones VO - 19 447. doi: 10.1007/s12192-014-0493-8

Hu B, Mayer MP, Tomita M (2006) Modeling Hsp70-Mediated Protein Folding. Biophys J 91:496-507. doi:
10.1529/biophysj.106.083394

Kavanagh K, Zhang L, Wagner JD (2009) Tissue-specific regulation and expression of heat shock proteins in
type 2 diabetic monkeys. Cell Stress Chaperones 14:291-9. doi: 10.1007/s12192-008-0084-7

Knowlton a a (2006) NFkappaB, heat shock proteins, HSF-1, and inflammation. Cardiovasc Res 69:7-8. doi:
10.1016/j.cardiores.2005.10.009

Kondo T, Ono K, Kitano S, et al (2014) Mild Electrical Stimulation with Heat Shock Reduces Visceral
Adiposity and Improves Metabolic Abnormalities in Subjects with Metabolic Syndrome or Type 2
Diabetes: Randomized Crossover Trials. EBioMedicine 1:80-89. doi: 10.1016/j.ebiom.2014.11.001

Krause M, Bock PM, Takahashi HK, et al (2015a) The regulatory roles of NADPH oxidase, intra- and extra-
cellular HSP70 in pancreatic islet function, dysfunction and diabetes. Clin Sci 128:789-803. doi:
10.1042/CS20140695

Krause M, Heck TG, Bittencourt A, et al (2015b) The chaperone balance hypothesis: The importance of the
extracellular to intracellular HSP70 ratio to inflammation-driven type 2 diabetes, the effect of exercise, and
the implications for clinical management. Mediators Inflamm. doi: 10.1155/2015/249205

Krause M, Ludwig MS, Heck TG, Takahashi HK (2015c) Heat shock proteins and heat therapy for type 2
diabetes: pros and cons. Curr Opin Clin Nutr Metab Care 18:374-80. doi:
10.1097/MC0.0000000000000183

Laemmli UK (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4.
Nature, v. 227, n. 5259, p. 680-685.

Lee J (2013) Adipose tissue macrophages in the development of obesity-induced inflammation, insulin
resistance and type 2 Diabetes. Arch Pharm Res 36:208-222. doi: 10.1007/s12272-013-0023-8

Leopoldo AS, Lima-Leopoldo AP, Nascimento AF, et al (2016) Classification of different degrees of adiposity
in sedentary rats. Brazilian J Med Biol Res 49:1-9. doi: 10.1590/1414-431X20155028

Maraki, Maria I. and Sidossis LS (2008) NIH Public Access. Nano 6:2166-2171. doi: 10.1021/n1061786n.Core-
Shell

Mayer MP, Bukau B (2005) Hsp70 chaperones: Cellular functions and molecular mechanism. Cell Mol Life Sci
62:670-684. doi: 10.1007/500018-004-4464-6

Newsholme P, Cruzat VF, Keane KN, et al (2016) Molecular mechanisms of ROS production and oxidative
stress in diabetes. Biochem J 473:4527-4550. doi: 10.1042/BCJ20160503C

Newsholme P, Rebelato E, Abdulkader F, et al (2012) Reactive oxygen and nitrogen species generation,
antioxidant defenses, and B-cell function: A critical role for amino acids. J Endocrinol 214:11-20. doi:
10.1530/JOE-12-0072

Nunes RB, Tonetto M, Machado N, et al (2008) Physical exercise improves plasmatic levels of IL-10, left
ventricular end-diastolic pressure, and muscle lipid peroxidation in chronic heart failure rats. J Appl

36



Physiol 104:1641-7. doi: 10.1152/japplphysiol.00062.2008

Ran R, Lu A, Zhang L, et al (2004) Hsp70 promotes TNF-mediated apoptosis by binding IKK{gamma} and
impairing NF-{kappa}B survival signaling. Genes Dev Dev 18:1466-1481. doi: 10.1101/gad.1188204

Richardson VR, Smith KA, Carter AM (2013) Adipose tissue inflammation: Feeding the development of type 2
diabetes mellitus. Immunobiology 218:1497-1504. doi: 10.1016/j.imbi0.2013.05.002

Richter-Landsberg C (2007). Heat sock proteins: Expression and functional roles in nerve cells and glia. In; Heat
sock proteins in neural cells. Austin; Landes Bioscience, p. 1-12.

Rodrigues-Krause J, Krause M, O’Hagan C, et al (2012) Divergence of intracellular and extracellular HSP72 in
type 2 diabetes: Does fat matter? Cell Stress Chaperones 17:293-302. doi: 10.1007/s12192-011-0319-x

Satyal SH, Chen D, Fox SG, et al (1998) Negative regulation of the heat shock transcriptional response by
HSBP1. Genes Dev 12:1962-1974. doi: 10.1101/gad.12.13.1962

Schoéler CM, Marques CV, da Silva GS, et al (2016) Modulation of rat monocyte/macrophage innate functions
by increasing intensities of swimming exercise is associated with heat shock protein status. Mol Cell
Biochem 421:111-125. doi: 10.1007/s11010-016-2791-1

Shimizu I, Yoshida Y, Katsuno T, Minamino T (2013) Adipose tissue inflammation in diabetes and heart failure.
Microbes Infect 15:11-17. doi: 10.1016/j.micinf.2012.10.012

Taylor B a, Phillips SJ (1996) Detection of obesity QTLs on mouse chromosomes 1 and 7 by selective DNA
pooling. Genomics 34:389-98. doi: 10.1006/gen0.1996.0302

USA-FAO — Food and Agriculture Organization. Carbohydrates is Human Nutrition ( 1997). Disponivel em:
http://www.fao.org/docrep/w8079e/w8079e00.htm#Contents

Walsh RC, Koukoulas I, Garnham A, et al (2001) Exercise increases serum Hsp72 in humans. 6:386-393.

White PAS, Cercato LM, Aradjo JMD, et al (2013) Modelo de obesidade induzida por dieta hiperlipidica e
associada a resisténcia a acdo da insulina e intolerancia a glicose. Arg Bras Endocrinol Metabol 57:339—
345. doi: 10.1590/S0004-27302013000500002

Xia J, Grondin JM, Jakubowski JA, Lilly E (2005) Acute Hyperglycemia Induced by KetaminelXylazine
Anesthesia in Rats: Mechanisms and Implications for Preclinical Models. BioiMed 230:777—784.

Zanchi AC, Hil P, Saldiva N, Rhoden CR (2008) Chronic Nasal Instillation of Residual-Oil Fly Ash (ROFA)
Induces Brain Lipid Peroxidation and Behavioral Changes in Rats. 795-800. doi:
10.1080/08958370802009060

37


http://www.fao.org/docrep/w8079e/w8079e00.htm

Material Suplementar

Tabela Suplementar S1. Perfil biométrico.

Variaveis / Grupos Magro Obeso Valor P

Nuimero de Animais 24 26 -

Consumo de Racio a

g/semana 132,5+5,1 79.5+5.,9 <0,0001

Kcal/semana 516,5£16.8 465.0+31.3 <0,0001

Peso Corporal 2

Inicial (g) 276.6 =22.4 2759+ 19,5 NS

Final (g) 371.9+33.7 407.4=36.8 <(0,0001

IMC ((g/cm?).100) b, 69,539 73,542 0,0011

Gordura Visceral °

Total (g) 129=3,6 23.1=3.7 <0,0001

Epididimal (g) 6.6=1.8 10,7+2.5 <0,0001
Retroperitoneal (g) 6.7=1.9 12.7= 1,9 <0,0001

indice de Adiposidade (%) ° 3,50,8 5908 <0,0001

Eficiéncia Energética ((g/Kcal).10%) ¢ 532=159 75.5=15.8 0.0173

IMC - indice de massa corporal; ASC — &rea sob a curva. a) Dados coletados na 122 semana de consumo de dieta
hiperlipidica. b) O IMC do grupo obeso é 5,71% maior em relagdo ao grupo magro. ¢) Dados coletados na 142
semana de consumo de dieta hiperlipidica. d) (gordura visceral total / peso corporal final) x 100. e) (ganho de
peso (g) / consumo calérico total (Kcal)) x 10°.

Tabela Suplementar S2. Glicemia de Jejum.

Glicemia de Jejum (mg/dL)

Grupo Pré-Dieta* Pos-Dieta** % Valor P
Magro 80,90+ 8,97 83,00+ 6,32 12,60 0,2766
Obeso 80,35+ 7.10 93,77+ 6,97 111,06 <0,0001

*Glicemia de jejum realizada anterior ao consumo das dietas experimentais. **Glicemia de jejum realizada apés
12 semanas do consumo de dieta hiperlipidica (obesos, N=26), ou dieta padrdo (magros, N=24). Os dados estdo
expressos como média £ DP, e foram analisados com Teste t pareado.

Tabela Suplementar S3. Perfil Hematologico.

Variaveis/Intervencoes M M+HS M+E M+E+HS 0] O+HS O+E O+E+HS
Leucécitos (unidades) 86,246,9 88,2422 83,8127 79,5-18,2 89,7+1,3 89,0£2,9 74,2+18,7 76,2420,8
WBC (107/mm°) 8,6=0,2 6.721,5 7,541,8 8,1=1,9 6,541,0 7,2:1.8 9,121,9 7,941,2
RBC (10%/mm®) 8,020,8 7.2£1,0 7.3+1,1 7,208 7511 7.5£1,0 8,3+1,0 7,8+0,7
HGB (g/dL) 15,3=0.9 13.9=1.6 12,9=3.2 13.6=2.4 14.4=0.9 13.9=1.7 14.9=1.6 14,5=1.9
HCT (%) 10,6=1.0 9,5x1.1 10,33,5 10.3x1.6 9,8=0.9 9,710 11,7x1,8 11.2=1.4
PLT (10“!111111“) 778.0=149.0 641,0=255.0 668,0=190,0 T723,0=129.0 T95.0=101,0 783,0=109,0 954.0=309.0 812.0=137.0

WBC (Leucdcitos), RBC (Eritrdcitos), HGB (Hemoglobina), HCT (Hematécrito), PLT (Plaquetas). Os dados
estdo expressos como média £ DP. Analisados por ANOVA de uma via seguido do pés- teste de Tukey. N=4-7
por grupo.
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Figura Suplementar S1. Efeito da dieta hiperlipidica no tecido adiposo visceral. A) Imagens representativas
da gordura abdominal visceral em ratos alimentados com dieta padrdo (magro) e de ratos tratados com dieta
hiperlipidica (obeso), demarcada pelo pontilhado amarelo/area central verde. B) Gréfico ilustrativo das
proporcdes do tecido adiposo visceral em ratos magros e obesos (magro = 3,2+1,1*10°% obeso = 5,1+1,4*10°;
UA. P=0,0068). Os dados estdo expressos como média + DP e analisados por Teste t ndo pareado. N=17.
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Figura Suplementar S2. Efeito da dieta hiperlipidica sobre o Teste de Tolerancia a Glicose (GTT) e o
Teste de Tolerancia a Insulina (ITT). Curvas Glicémicas referentes ao Teste de Tolerancia a Glicose (GTT) e
Teste de Tolerancia a Insulina (ITT): (A e E, GTT e ITT, respectivamente) Tempo zeroe (Ce G, GTT e ITT,
respectivamente) Tempo 12 semanas. Area Sob a Curva (ASC) referente ao GTT (B) Tempo zero e (D) Tempo
12 semanas; € ao ITT (F) Tempo zero e (H) Tempo 12 semanas. Os dados estdo expressos como média = DP.
Analisados por ANOVA de 2 vias de medidas repetidas seguido do p6s- teste de Sidak (A, C, E, G) e Teste t ndo

pareado (B, D, F, H). * P < 0,0001 vs magro. N= 24-26.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Nosso estudo confirma e valida o0 modelo de inducdo de obesidade em ratos Wistar por meio
do consumo de DHL. Nesse modelo pode-se observar o aumento do acumulo de gordura
visceral e o desenvolvimento de intolerancia a glicose, sugerindo um quadro de resisténcia a
insulina, apds 12 semanas de consumo de DHL.

O estudo realizado permitiu avaliar os efeitos agudos das intervencdes comumente estudadas
e utilizadas de modo cronico, e previu efeitos benéficos e indica cuidados ap6s cada sessdo de
exercicio e choque térmico. Os dados do presente estudo indicam diferengas importantes na
avaliacdo do efeito agudo (foco do presente trabalho) vs efeitos cronicos (apresentados em
outros trabalhos mencionados no texto dessa dissertagdo), revelando, inclusive divergéncias
guanto a resposta aguda e cronica diante dos desafios aplicados (exercicio e choque térmico).

Além disso, esse trabalho apresentou resultados inéditos quanto ao efeito agudo da
combinacdo de exercicio e choque térmico em organismos magros e obesos, revelando
respostas distintas relacionadas a condicdo de obesidade, nos diferentes tecidos investigados.
Esses resultados trazem como perspectiva, a continuidade da investigacdo acerca do efeito da
combinacéo de exercicio e choque térmico aplicados de forma crénica, a longo prazo, o que ja
foi iniciado junto ao nosso grupo de pesquisa, tendo como perspectiva a elucidacdo das
potencialidades terapéuticas da terapia térmica e da sua combinacdo com o0 exercicio em
organismos com disfungdes metabolicas, como as observadas em individuos obesos.
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Copyright transfer
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Offprints
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Proof reading
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Copyright and license term — CC BY
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Projeto: *“TREINAMENTO FSICO ASSOCIADO A TERAPMA TERMICA MO COMBATE &
RESISTEMCIA A IMSULINA: EQUILIBRID EXTRA E INTRACELULAR DE HSP70 COMO

BIOMARCADOR DE INFLAMACAD SUSTLINICA NO DIABETES®
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Duracio: Inicio: 0110/ 2045 - Termine: 017112047

Pesquissdor Besponsavel Prof? Thiags Gomes Heck

Colsborsdores: Mirna 5tela Ludwiz: Claudia RBzmos Rhoden: Paule lwo Homem de
Bittencourt Jr; Matias Munes Frizzo: Pauline Brendler Goettems; Greice Franciele Feyh
dos Santos Montzgner:

Ares do conhedmentg: Cidncias da Saide

Cronograma de wtilizacao de Animais:
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Especie: Camundongos BE

Seno: Machos

Duantidade: 56

Periodo da Manutengao dofs) Animails): 6 meses

BAwalingao do Protocolo de Pesguisa, segundo orientagtes da Lei % 11 794 de
cutubro de 2008,

PARECER DA COMISSED

Assim, mediante a importancia social e cientifica gue o projeto apresents a sua
aplicabilidade & conformidade com os requisitos eticos, somos de parecer favorawvel 3
rezlizagio do projete dassificando-o como APROVADD, conforme ata da na reuniao
rezlizada em Z7M02/20105. O mesmo atende 205 Reguisitos Fundamentzis das Normas
de Conduta para = Wilizagio de Animais no Ensing, Pesguisa & Exbensao da UKL,
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assim como as responsabilidsdes do pessoal envolvide no uso de animais da Resolugao
Normativa N30 do CONCEA, de 08 de julbo de 2000

Solicita-se ao (i) pesquisador (3) o envio a esta CEUA, de relatorios pardais
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ljui, 27 de Feversiro de 2015,

Ay .
Prof. i‘:znn BilwErio zcrmﬂm
Coordenador da A

Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA,/UNIJUT

Telefone: (55) 3332-0301

E-mail: cenagunijoi.edu.br

Rua do Comércio, 3000, Bairro Universitirio, ljui /RS - Brasil CEP 98700-000.
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